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Objetivo: Avaliar o efeito da orquiectomia na análise seminal e no perfil de proteínas 
do plasma seminal de homens com tumor de células germinativas de testículo. 
Métodos: Estudo prospectivo realizado com amostras seminais de 17 homens 
portadores de TCGT fornecidas antes da orquiectomia e em até 30 dias após a 
cirurgia. Após a liquefação do sêmen, uma alíquota foi utilizada para a análise 
seminal, e outra alíquota foi centrifugada para a coleta do plasma seminal, que foi 
utilizado para a análise proteômica. O volume remanescente foi criopreservado. 
Para a análise seminal foi realizado o teste T de Student para amostras pareadas e 
para a análise proteômica o teste T de Student para amostra única. Em ambos os 
testes foi adotado um p < 0,05. O tamanho do efeito foi calculado pelo coeficiente de 
Cohen d para ambas as análises. Resultados: Não foi encontrada diferença 
estatisticamente significante na análise dos parâmetros seminais entre os períodos 
pré e pós-orquiectomia. Na análise proteômica, 207 proteínas foram identificadas e 
quantificadas com alta fidelidade, sendo que 13 estavam diferencialmente expressas 
entre os períodos, das quais 05 estavam hiperexpressas no grupo Pré-orquiectomia 
e 08 estavam hiperexpressas no grupo Pós-orquiectomia. Conclusão: A remoção 
do testículo afetado pelo tumor leva a alterações moleculares no plasma seminal.  
 
Palavras- chave: Espectrometria de massas; Espermatozoides; Neoplasias 
















Objective: To evaluate the effect of orchiectomy on the seminal plasma proteomic 
profile of men with testicular germ cell tumors. Methods: Seventeen men with 
Testicular Germ Cell Tumors provided one semen sample before (Pre-orchiectomy) 
and another 30 days after orchiectomy (Post-orchiectomy). Following liquefaction, an 
aliquot was used for semen analysis and other one was centrifuged for collection of 
seminal plasma. The remaining volume was criopreservated. The seminal plasma 
was used to proteomic analysis .For semen analysis a Student’s t-test for paired 
samples was used and to proteomic analysis a one sample Student’s t-test was 
performed. For both analysis was adopted p˂0,05. Effect size was assessed using 
Cohen’s d coefficient. Results: No significant difference was observed in semen 
analysis. Two hundred and seven proteins were identified and quantified with high 
fidelity, of which five were increase in the pre-orchiectomy period and eight proteins 
were increase in post-orchiectomy period. Conclusion: Removal of the affect testis 
alters the seminal plasma molecular environment.  
 
Key-words: Mass Spectrometry; Orchiectomy; Proteomics; Seminal Plasma; 





O tumor de testículo, apesar de raro, representa cerca de 1 a 2% dos 
tumores que acometem indivíduos do sexo masculino (1). Em 2018, estimou-se o 
aparecimento de 71.105 novos casos em todo o mundo e 9.507 mortes em 
decorrência dessa doença (2). No Brasil, em 2015, o Instituto Nacional do Câncer 
(INCA) estimou 259 mortes como consequência do câncer de testículo (3). 
Entretanto, devido à possibilidade de um diagnóstico mais precoce e sua radio e 
quimiosensibilidade, o câncer de testículo é altamente curável, apresentando uma 
taxa de sobrevida de aproximadamente 95% dos casos em um período de 5 anos 
sem recidiva clínica da doença (4,5).  
Os tumores de testículo podem ser classificados em germinativos, que 
representam 95% dos casos e não germinativos, que representam 5% dos casos 
(6–8). Em 2016, a Organização Mundial da Saúde (OMS) estabeleceu uma nova 
classificação para os tumores de células germinativas de testículo (TCGT), que 
passaram a ser divididos em dois diferentes grupos: os derivados de neoplasia in 
situ de células germinativas (GCNIS), que compreendem o seminoma e não-
seminoma, e os que não são derivados de GCNIS (quadro 1) (9).  
Quadro 1. Classificação simplificada de Tumor de Células Germinativas de Testículo (TCGT), 
baseado na classificação da OMS 2016. 
 
 Os tumores de células germinativas seminomatosos representam cerca de 
60% dos casos e acometem indivíduos entre 25 e 40 anos de idade (6,7,10), são 
menos agressivos, apresentam uma composição celular mais homogênea e são 
mais sensíveis a radio e quimioterapia (10–13). Em relação aos tumores de células 
TCGT derivados de GCNIS TCGT não derivados de GCNIS 
 GCNIS  Tumor espermatocítico 
 Seminoma puro  Teratomas (pré-pubere) 
 Não-seminoma puro  Tumor de Saco Vitelino (pré-pubere) 
     Carcinoma embrionário  Tumores pré-pubere mistos 
     Tumor de Saco Vitelino (pós-puberal)  
     Tumores Trofoblasticos   
     Teratoma (pós-puberal)  
     Não seminomas mistos  
 Regresso de TCGT  
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germinativas não seminomatosos, são constituídos por carcinoma embrionário, 
teratocarcinoma, teratomas e coriocarcinomas, mais agressivos, quimiosensíveis e 
pouco radiosensível, e correspondem a 30% dos casos e acometem indivíduos 
entre 20 e 35 anos de idade (6,7,10,12–14) e por fim, os tumores mistos (contém 
elementos de seminoma e não-seminoma que correspondem a 10% dos casos de 
tumores germinativos (10). O tumor de células germinativas de testículo, 
independente da linhagem, pode comprometer a espermatogênese e levar a 
alterações nas variáveis seminais, como diminuição da concentração dos 
espermatozoides e até mesmo a ausência total de espermatozoides no ejaculado 
(15–19). Além disso, homens portadores de TCGT apresentam um aumento nos 
níveis do hormônio folículo-estimulante (FSH), diminuição de inibina B e de 
testosterona (17,20). 
O TCGT tem como origem a neoplasia in situ de células germinativas 
(GCNIS) (21,22), chamada anteriormente de carcinoma in situ (CIS) ou neoplasia 
de células germinativas intratubulares não classificada (ITGCNU). Acredita-se que 
o GCNIS origina-se de gonócitos fetais, que em decorrência de uma sinalização 
anormal ou incapacidade de responder corretamente aos sinais, sofrem uma 
parada no desenvolvimento, não se diferenciando em espermatogônias (23,24). 
Essas células continuam a expressar marcadores de pluripotencia, não sofrendo 
diferenciação, continuando em repouso até a puberdade (23,24). 
No período de inatividade, as células GCNIS podem acumular aberrações 
cromossômicas, afetando assim, os genes que estão envolvidos na proliferação e 
diferenciação celular, levando-os a um crescimento descontrolado e um potencial 
maligno, em coincidência com a puberdade, quando os sinais de crescimento e os 
hormônios produzidos pelas células de Sertoli e de Leydig induzem um 
crescimento proliferativo maligno das células GCNIS (23,24). Estudos prévios 
demonstraram numerosas associações entre o tumor de células germinativas de 
testículo e seu percursor, as células GCNIS. Entre essas associações podemos 
citar marcadores pluripotentes, como OCT 3/4 e NANOG, que são expressos de 
forma similar por gonócitos fetais e em células GCNIS (25–27). Estima-se que 70% 
dos homens com GCNIS positivos irão desenvolver TCGT dentro de sete anos, 
com uma média de idade no momento do diagnostico de 35 anos (28). 
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O seminoma assemelha-se morfologicamente à sua célula percursora, as 
células GCNIS (29–32), enquanto que o não seminoma se desenvolve quando as 
células GCNIS ou as células seminoma são reprogramadas em carcinoma 
embrionário (EC), versão neoplásica das células-tronco embrionárias (9,33). As 
células EC são células-tronco pluripotentes de não seminoma, capazes de produzir 
componentes extraembrionários, como tumor de saco vitelino, coriocarcinoma e 
células trofoblasticas gigantes. Elementos esses que constituem o não seminoma. 
Entretanto, o motivo pelo qual as células GCNIS ou seminoma sofrem essa 
reprogramação ainda permanece desconhecido (9,33). 
O tumor de células germinativas de testículo é considerado o resultado da 
diferenciação alterada de células germinativas e pode estar associado à Síndrome 
da Disgenesia Testicular (SDT) (34,35), síndrome essa resultado do 
desenvolvimento fetal anormal das gônadas masculinas, devido a fatores genéticos 
ou ambientais (34,35). Os vários aspectos associados a essa síndrome como, 
malformação gonadal, microlitíase testicular, criptorquidismo, TCGT prévio no 
testículo contralateral, desordens do desenvolvimento sexual, infertilidade ou 
hipospadia foram congruentes com o risco aumentado de TCGT (34,35).  
 Ademais, o histórico familiar e fatores ambientais também podem estar 
associados com o desenvolvimento de Tumor de Células Germinativas de 
Testículo (33). O aumento de 4-10 vezes no risco em apresentar TCGT entre 
irmãos, filhos de homens afetados, juntamente com achados em estudos 
realizados em gêmeos sustentam uma forte contribuição genética para a 
susceptibilidade ao TCGT (36–38). Além disso, uma exposição excessiva ao 
estrógeno, a moléculas com atividades estrogênicas e a disruptores endócrinos 
durante a gravidez pode aumentar o risco de desenvolver TCGT (33,39).  
O diagnóstico de TCGT baseia-se principalmente em exame físico, 
ultrassonografia da bolsa testicular, ressonância magnética, biópsia testicular e 
medição dos níveis séricos dos marcadores tumorais (8,39–42). Os marcadores 
séricos tumorais são importantes tanto para o diagnóstico como estadiamento e 
recidiva da doença, sendo os principais a Alfa-fetoproteína (AFP), Fração Beta da 
Gonadotrofina Coriônica (βhCG) e Desidrogenase Láctica (DHL) (43). Entretanto, 
esses marcadores não são muito específicos e são detectados em apenas 60% 
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dos homens com tumor de testículo. Além disso, sua sensibilidade é limitada, 
apresentando níveis normais em cerca de 40% dos homens com recorrência da 
doença (44).  
A intervenção terapêutica inicial padrão para homens portadores de TCGT é 
a orquiectomia radical via inguinal (8,14,42,45). Após esse procedimento, esses 
homens podem ou não receber a indicação para tratamentos adjuvantes, como 
quimioterapia e/ou radioterapia e/ou linfadenectomia retroperitoneal (8,14). Estudos 
presentes na literatura demonstraram que a orquiectomia pode exercer um efeito 
negativo na produção de espermatozoides, levando a uma diminuição da 
concentração dos espermatozoides (46,47).  
Entretanto, um estudo recém-publicado, realizado por nosso grupo 
demonstrou que após a remoção do tumor, por meio da orquiectomia, observou-se 
em uma média de 34 dias após a cirurgia, uma diminuição da fragmentação do 
DNA dos espermatozoides, diminuição dos níveis de peroxidação lipídica do 
plasma seminal e um aumento da atividade mitocondrial dos espermatozoides (48). 
Com esse achado é possível observar um efeito benéfico da remoção do testículo 
afetado, na qualidade dos espermatozoides, uma vez que a orquiectomia foi 
provavelmente capaz de diminuir os agentes estressores, como a inflamação local 
em decorrência da presença do tumor. Assim uma melhora na qualidade funcional 
dos espermatozoides presentes no epidídimo e em aqueles que já estavam em 
estágio final da espermatogênese foi observada. No entanto, as alterações 
moleculares ocasionadas tanto pelo tumor quanto por sua retirada, por meio da 
orquiectomia, no ambiente testicular ainda são pouco conhecidas.  
A análise das proteínas presentes no plasma seminal é de extrema valia 
quando se trata estudar as alterações moleculares ocasionadas no ambiente 
testicular, uma vez que, cerca de 10% das proteínas existentes no plasma seminal 
são provenientes dos testículos e epidídimos, seguidos de 25% da próstata e 65% 
das vesículas seminais (49). Ademais, alguns estudos demonstraram que 
proteínas epididimárias têm um papel importante na qualidade dos 
espermatozoides (49), e que proteínas associadas a alterações testiculares podem 
ser encontradas no plasma seminal (50–52). O plasma seminal é rico em proteínas 
(aproximadamente 35 e 55 g/L) o que torna essa fonte rica e acessível para a 
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análise proteômica (50). O proteoma é descrito como a identificação e 
quantificação de todas as proteínas expressas em uma célula, tecido ou 
organismo, em determinada condição biológica com o objetivo de entender as 
funções, interações e contribuições das proteínas para os processos biológicos 
(53).  
Sabe-se que as células tumorais se encontraram inicialmente confinadas 
dentro dos túbulos seminíferos, e em seguida se distribuem desordenadamente 
através do parênquima testicular. Dessa forma, pode-se assumir que as proteínas 
produzidas e secretadas pelo tumor fazem parte do fluído proveniente dos túbulos 
seminíferos e podem ser observadas no ejaculado. Sendo assim, as proteínas 
produzidas pelo tumor são potencialmente detectadas no sêmen desses homens. 
Destarte, a análise dessas proteínas pode fornecer um melhor entendimento das 
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3.1. Pacientes e coleta das amostras 
           Este estudo foi financiado pela Coordenação de Aperfeiçoamento de 
Pessoal de Nivél Superior (bolsa CAPES) e aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da UNIFESP (número do CAAE 60953616.2.0000.5505). 
           Para a realização deste estudo prospectivo, foram utilizadas amostras 
de 17 homens portadores de tumor de células germinativas de testículo 
(seminomatoso (n=06) e não seminomatoso (n=11)) antes e até 30 dias após 
orquiectomia. Foram incluídos no estudo, pacientes encaminhados para 
criopreservação da amostra seminal ao Banco de Células e Tecidos Germinativos 
do Setor Integrado de Reprodução Humana do Hospital São Paulo no período 
entre fevereiro de 2014 e agosto de 2015. Foi estabelecido um período de até 30 
dias para a realização da coleta após a orquiectomia devido ao fato de que a 
maioria dos pacientes precisava iniciar o tratamento adjuvante (quimio e/ou 
radioterapia) o mais rápido possível. As amostras foram colhidas em recipientes de 
polipropileno estéreis, por masturbação, após dois a cinco dias de abstinência 
ejaculatória, em área anexa ao laboratório de Andrologia, da Disciplina de Urologia, 
do Departamento de Cirurgia, da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) 
(Figura 1). Foram excluídos desse estudo homens azoospérmicos, com histórico 
de orquiectomia, diagnóstico de tumor de testículo bilateral e que já tinham iniciado 
tratamento quimioterápico e/ou radioterápico. Por se tratar de homens provenientes 
de origens distintas, e que eram encaminhados para o setor apenas para a 
criopreservação da amostra seminal e, por ser um estudo pareado, não foram 
adotados mais critérios de exclusão 
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Figura 1. Linha do tempo da coleta das amostras dos pacientes. 
 
3.1. Desenho do estudo 
 
        Após a coleta e liquefação da amostra seminal, uma alíquota foi utilizada para 
análise dos parâmetros seminais, realizada de acordo com as recomendações do 
manual da Organização Mundial da Saúde (OMS) de 2010 (54). Após a realização 
do espermograma outra alíquota da amostra seminal foi centrifugada a 800 xG por 
30 minutos para separar os espermatozoides do plasma seminal, que foi congelado 
e armazenado até o momento de sua utilização para a análise proteômica. O 






Figura 2. Desenho do estudo. 
3.3. Análise dos parâmetros seminais 
 A análise seminal foi realizada segundo os critérios do manual da 
Organização Mundial da Saúde (OMS, 2010) (54). O volume do ejaculado foi 
medido com auxilio de uma pipeta sorológica graduada, de 5 mL (Corning®, EUA), 
acoplada a um dispositivo de borracha (pêra de borracha com 3 válvulas; J. Prolab® 
, Brasil), mediante aspiração de toda a amostra. O volume da amostra foi expresso 
em mililitros. Após a liquefação da amostra seminal, uma alíquota de 10 µL de 
sêmen foi depositada no centro de uma câmara de contagem de Horwell (Arnold R. 
Horwell Limited®, Londres) e coberta com uma lamínula (24 x 24 mm) para 
contagem de 100 espermatozoides, diferenciando-os de acordo com a seguinte 
classificação: PR: espermatozoides progressivos, NP: espermatozoides não 
progressivos e IM: espermatozoides imóveis. Foram realizadas, no mínimo, duas 
leituras para cada amostra, em microscópio óptico de contraste de fase (Nikon® 
Eclipse E400, Japão), em magnificação de 400 vezes. Para o resultado, foi 
considerada a média das leituras, desde que se enquadrassem no gráfico de 
diferenças aceitáveis do manual da OMS (54). 
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A concentração de espermatozoides, expressa em milhões por mililitro de 
ejaculado, foi determinada utilizando uma câmara de Neubauer modificada (Herka®, 
Alemanha). Na câmara de Neubauer foram depositados 10 µL da amostra diluída no 
quadrante superior e no quadrante inferior. A leitura foi realizada em microscópio 
óptico de contraste de fase (Nikon®, Eclipse E400, Japão), em uma magnificação de 
400 vezes. O cálculo da concentração final foi realizado dividindo-se o número de 
espermatozoides contados nos quadrantes pelo fator de correção da câmera 
fornecido pelo manual da OMS. Para o resultado, foi considerada a média das 
leituras, desde que se enquadrassem no gráfico de diferenças aceitáveis do manual 
da OMS. 
A avaliação da vitalidade foi realizada nas amostras que apresentaram a 
soma das porcentagens de motilidade progressiva (PR) e não progressiva (NP) 
inferior a 40%. Foram homogeneizadas alíquotas de 20 µL de sêmen e 20 µL do 
corante eosina-nigrosina (Sigma-Aldrich® - Eosin Y 11.983-0 / Nigrosin N4763, St 
Louis, EUA) e após aproximadamente 2 minutos de reação, foi realizado um 
esfregaço em lâmina de microscopia. Decorrido o tempo de secagem, a leitura da 
lâmina foi realizada em microscópio óptico de contraste de fase (Nikon® Eclipse 
E400, Japão), em magnificação de 1000 vezes, em imersão. Foram considerados 
vivos os espermatozoides nos quais não houve penetração do corante (brancos), e 
mortos aqueles em que houve penetração do corante (rosas). O resultado foi 
expresso em porcentagem de espermatozoides vivos.  
Os aspectos morfólogicos dos espermatozoides foram classificados de 
acordo com o critério estabelecido por Kruger et al (55). Para a realização do 
esfregaço, uma alíquota de 5 µL de sêmen liquefeito foi depositado em uma lâmina 
de vidro e colocada em estufa a 37ºC, para a fixação do material. O esfregaço foi 
corado pelo kit panótico rápido (Laborclin®, Brasil). Depois de secas, as lâminas 
foram lidas em microscópio óptico de contraste de fase (Nikon® Eclipse E400, 
Japão) em magnificação de 1000 vezes (imersão). Foram realizadas, no mínimo, 
duas contagens de 100 espermatozoides, e o resultado (média das leituras) foi 
expresso em porcentagem de células normais. 
A concentração de células redondas foi determinada pelo preenchimento, por 
capilaridade, da câmara de Neubauer modificada (Herka®, Alemanha), com uma 
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alíquota de 10 µL de sêmen previamente diluída em solução salina 0,9%, e os 25 
quadrantes foram contados. Foram realizadas duas leituras em microscópio óptico 
de contraste de fase (Nikon® Eclipse E400, Japão), em magnificação de 400 vezes. 
O resultado (média das leituras) foi expresso em milhões de células redondas por 
mililitro de ejaculado. 
Para a contagem de neutrófilos da amostra seminal realizou-se um 
procedimento imunohistoquímico utilizado para detecção de leucócitos no sêmen 
humano, o teste de peroxidase. Para isso, uma alíquota de sêmen foi misturada a 
uma solução de peroxidase (Benzidina-Cianosina, Sigma-Aldrich®, EUA), em uma 
lâmina de vidro (Perfecta®, China), e recoberta por lamínula. Após 7 minutos de 
incubação, à temperatura ambiente, foram contadas 200 células em microscópio 
óptico de contraste de fase (Nikon® Eclispe E400, Japão), em magnificação de 400 
vezes. As células foram classificadas em peroxidase positiva (coradas em marrom) 
e peroxidase negativa (coradas em rosa). O número de neutrófilos foi calculado, 
multiplicando-se o número de células redondas presentes na amostra pela 
porcentagem de células peroxidase positivas. O resultado foi expresso em milhões 
de neutrófilos por mililitro de ejaculado.  
3.4. Análise estatística dos parâmetros seminais 
 
Para a análise estatística, foi utilizado o programa SPSS® 18.0 para 
Windows® (SPSS, EUA). Inicialmente, foi verificado se as variáveis apresentavam 
distribuição normal, através do teste Kolmogorov-Smirov. Os dados que não 
obedeceram a essa premissa foram transformados pelo seu valor em raiz. As 
variáveis que ainda assim não obedeceram à normalidade foram comparadas 
através do teste não paramétrico de Wilcoxon para amostras pareadas. Para estas 
variáveis, os dados foram apresentados sob a forma de mediana, intervalo 
interquartil e primeiro e terceiro quartil. Para as variáveis que obedeceram à 
distribuição normal, os grupos foram comparados através do teste t de Student 
para amostras pareadas e os dados apresentados sob a forma de média, desvio 
padrão e intervalo de confiança de 95% da média. Foi adotado um α de 5%. O 
tamanho do efeito foi calculado pelo coeficiente de Cohen d,onde o tamanho do 
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efeito foi considerado fraco quando abaixo de 0,25, médio quando d=0,5 e alto 
quando d= 0,8 
 
3.5. Separação do plasma seminal 
         Após a realização da análise seminal, uma alíquota de 500 µL foi centrifugado 
a 800 xG por trinta minutos para a separação do plasma seminal da fração celular. 
O sobrenadante foi congelado e mantido a -20ºC até o momento da análise 
proteômica. Previamente ao teste, o plasma seminal foi descongelado e 
centrifugado a 16100 xG por uma hora a 4ºC para remoção de debris celulares. 
Todos os reagentes utilizados nesse estudo foram adquiridos da Sigma (Sigma 
Aldrich®, EUA), a não ser quando descrito. 
3.6. Análise proteômica do plasma seminal 
3.6.1. Determinação da concentração total das proteínas 
    A dosagem do total de proteínas do plasma seminal de cada amostra foi 
realizada por meio do método de Ensaio de Proteína BCA (Ácido Bicinconínico – 
Método de Lowry modificado) (56). A quantificação foi realizada por 
espectrofotometria, em leitor de microplaca (Elx800 Absorbance Microplate Reader, 
Biotek, Vermont, EUA) e em comprimento de onda de 540 nm. Cada amostra foi 
quantificada em triplicata e a curva padrão contendo diferentes concentrações de 
albumina sérica bovina (0 a 1.000 mg/mL), em duplicata (Figura 3). As amostras que 
apresentavam coeficiente de variação maior que 10% foram quantificadas 




Figura 3. Placa de BCA para a quantificação das proteínas totais do plasma seminal de 
homens com TCGT pré e pós-orquiectomia. 
 
3.6.2. Digestão das proteínas do plasma seminal 
Para cada amostra de cada período (pré e pós-orquiectomia), de cada 
paciente, primeiramente, no plasma seminal, um volume correspondente a 250 µg 
de proteínas foi diluído em um volume final de 50 µL em água Milli-Q. Em seguida, 
foi adicionado 10 µL de uma solução 50 nM TEAB (Trietilbicarbonato de amônio). 
Então, as amostras de proteínas foram desnaturadas em 0,2% de RapiGest SF em 
água (RapiGest SF, Waters, Illinois, EUA) e incubadas por 15 minutos a 80ºC, para 
posterior centrifugação. Em seguida foi adicionado 2,5 µL de DTT (Ditiotreitol) (GE 
Healthcare, Amersham Place, UK) a 100 mM. As amostras foram aquecidas a 60ºC 
por 30 minutos, esfriadas à temperatura ambiente e novamente centrifugadas. 
Depois, foram adicionados 2,5 µL de iodoacetamida a 300 mM (GE Healthcare, 
Amersham Place, UK) e as amostras foram incubadas por 30 minutos, em 
temperatura ambiente no escuro. A digestão foi realizada por meio da adição de 10 
µL de uma solução de tripsina (Promega, Wisconsin, EUA) em 50 nM de ácido 
acético, a uma razão de 1:100 enzima/proteína e a amostra foi incubada a 37ºC, em 
banho-maria, por 16 horas. Após a digestão, foi realizada a hidrólise do RapiGest 
SF, por meio da adição de 10 µL de àcido trifluoracético 5% (Merck, Hohenbrunn, 
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Alemanha). As amostras foram incubadas a 37ºC por 90 minutos e, após esse 
tempo, foram centrifugadas a 14000 xG por 30 minutos a 6ºC. O sobrenadante foi 
transferido para um novo tubo de microcentrífuga.  
3.6.3. Marcação de peptídeos por isótopos estáveis 
Após a digestão das proteínas, os peptídeos de cada período (pré e pós-
orquiectomia) foram submetidos à reação de dimetilação com protocolo adaptado de 
da Camargo et al. (57). Dessa forma, aos peptídeos do período pré-orquiectomia 
foram adicionados 4 µL de 4% de solução de formaldeído (marcação leve – L), e 
aos peptídeos do período pós-orquiectomia, 4 µL 4% D2O (formaldeído marcado 
com 13C e 2H) (marcação pesada – H). Então, as amostras de ambos os períodos 
foram homogeneizadas e centrifugadas. Em seguida, foi adicionado aos peptídeos 
do período pré-orquiectomia 4 µL de 4% cianoborohidreto de sódio (NaBH3CN) 
(marcação leve – L) e aos peptídeos do período pós-orquiectomia 4 µL de 4% 
cianoborohidreto de sódio deuterado (NaBD3CN) (marcação pesada – H). As 
amostras foram incubadas por 1h sob agitação leve. Após esse tempo, foi 
adicionado aos peptídeos de ambos os períodos 16 µL de 1% amônia. Após a 
centrifugação, foram adicionados 8 µL de 5% ácido fórmico. Após homogeneização, 
foi adicionado ao frasco das respectivas amostras do período pré-orquiectomia, os 
peptídeos deuterados do período pós-orquiectomia (pareado), para que cada 
paciente obtivesse apenas um frasco com peptídeos, em proporção 1:1 (H:L). Por 
fim, as amostras foram transferidas para frascos de vidro (total recovery vial, 
Waters, Millford, MA, EUA). 
3.6.4. Análise por LC-MS/MS 
As análises por LC-MS/MS (Cromatografia líquida acoplada à espectrometria 
de massas in tandem) foram conduzidas em duas fases: a primeira consiste no 
fracionamente off-line das amostras (primeira dimensão), que promove uma 
dessalinização das amostras e separa os peptídeos em frações por fase reversa em 
pH alto (MS). A segunda fase consiste na separação por fase reversa em pH baixo 




Desta forma, primeiramente, o fracionamento foi realizado em sistema UPLC 
(cromatografia líquida de ultraperformance) (nanoAcquity Liquid Chromatographer) 
(Waters, Massachusetts, EUA) de fase reversa. Então, 50 µL de peptídeos foram 
submetidos à eluição em gradiente linear mantido por 20 minutos de 0 a 100% de 
acetonitrila ultrapura e 20nM de formiato de amônio em pH 10 a 0,3 mL/min. Ao 
final, 3 frações foram obtidas. Então, os peptídeos fracionados foram acidificados e 
submetidos à concentração por speed vac até obter um volume final de amostra de 
50 µL. 
Na segunda fase, os experimentos de LC-MS/MS foram conduzidos 
utilizando um sistema nanoUPLC acoplado a um espectrômetro de massas híbrido 
Quadrupolo-Orbitrap Thermo Q-Exative (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 
EUA) em alta resolução. O método de quantificação foi o dimetil quantification 
utilizando contagem espectral para construção de picos cromatográficos (para 
cálculos estequiométricos). 
Para as corridas cromatográficas, 1 µL (equivalente a 0,25 µg de produtos de 
digestão tríptica) foi carregado em uma coluna PST C18 nanoACQUITY (180 µm x 
20 mm) em um fluxo de 15 µL/min de ácido trifluoroacético (TFA) 0,1% (v/v) durante 
três minutos. A separação analítica dos peptídeos foi realizada em uma coluna 
nanoACQUITY UPLC HSS C18 (1,8 µm, 75 µm x 150 mm). Um gradiente linear em 
dois passos foi utilizado, iniciando em 2% (v/v) dimetilsulfóxido (DMSO), 0,1% (v/v), 
ácido fórmico e atingindo 5% (v/v) DMSO, 25% (v/v) acetonitrila e 0,1% (v/v) ácido 
fórmico em sessenta minutos no primeiro passo, seguido de um gradiente de trinta 
minutos até atingir 5% (v/v) DMSO, 40% (v/v) acetonitrila e 0,1% (v/v) ácido fórmico.  
Foi utilizada uma fonte de nano-eletrospray como método de ionização (modo 
positivo) e foram corridos experimentos em análise dependente de informação (IDA) 
com uma estratégia Top Twelve, em que os doze principais íons precursores 
gerados por MS (faixa de m/z 390 a 1.650) foram selecionados para a fragmentação 
(Higher-energy collisional dissociation – HCD) em um analisador de massas 
quadrupolo para sequenciamento peptídico (em MS/MS). O espectrômetro operou 
em uma resolução de 70.000 (a m/z 200) para as aquisições em MS e 17.500 (a m/z 
200) para as aquisições em MS/MS. 
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3.6.5. Processamento dos espectros 
O processamento dos espectros foi realizado utilizando-se o software 
MaxQuant 1.5.5.1 e o sistema de busca Andromeda para identificação e 
quantificação proteica. Foram permitidas até duas clivagens perdidas pela tripsina. 
Para as modificações variáveis foram utilizadas oxidação de metionina e acetilação 
N-terminal de proteínas. A modificação fixa carbamidometil foi incluída devido à 
utilização do DTT seguido da iodocetamida durante a digestão das proteínas. Os 
cromatogramas foram alinhados pelo software, permitindo até dois minutos (em 
cada direção) de distorção, a fim de maximizar a identificação dos espectros 
MS/MS. O banco de dados utilizado foi o SwissProt revisado (versão 206_10, 
download em 10 de outubro de 2016, com 20.160 entradas e 13.065kb). Para 
cálculo de falso-positivos foi utilizado um banco de dados reverse (gerado 
automaticamente). Foi permitido um erro (False Discovery Rate) máximo de 1%. 
3.6.6. Análise dos dados proteômicos 
Após a digestão tríptica das proteínas do plasma seminal e da marcação dos 
peptídeos por dimetil, ambas realizadas separadamente para cada período de coleta 
(pré e pós-orquiectomia) e para cada paciente, as amostras pré e pós-orquiectomia 
de cada paciente foram agrupadas individualmente, de forma que cada paciente 
apresentasse no experimento de LC-MS/MS uma única variável. Este processo 
permitiu coletar os dados de ambos os períodos de tempo em uma única corrida 
cromatográfica, com consequente redução na variação interensaios. As proteínas 
contaminantes e as identificadas apenas por sítios de modificações proteicas e/ou 
em bancos de dados de sequência reversa foram excluídas da análise. 
A variável utilizada para a análise comparativa foi a proporção da 
quantificação por dimetil normalizados (variável H/L representa a quantificação dos 
períodos Pós/Pré e, quando apresenta valor menor que 1, está presente em maior 
quantidade no período pré-orquiectomia. As proteínas que não foram quantificadas 
(somente identificadas), e aquelas quantificadas em 2 ou menos pacientes por 
período foram excluídas da análise estatística. Para a comparação entre os 
períodos, foi realizado um teste t de Student para amostra única, adotando-se um 
α=5%, contra o valor de 1. O tamanho do efeito foi calculado pelo coeficiente de 
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Cohen d ,onde o tamanho do efeito foi considerado fraco quando abaixo de 0,25, 





















4.1. Análise descritiva dos homens com TCGT 
Na tabela 1 estão representados os valores de idade (anos), tempo 
decorrido desde cirurgia (dias), tipo histológico e estadiamento do tumor dos 
homens com Tumor de Células Germinativas de Testículo. 
 
Tabela 1. Análise descritiva dos homens com TCGT inseridos no estudo. 
  Frequência Porcentagem (%) 
Idade (anos)    
Média, DP 27,4; 7,1   
IC 95% [22,90; 31,93]   
Tempo desde Cirurgia 
(dias) 
   
Média, DP 34,9; 11,7   
IC 95% [28,46; 41,41]   
Tipo histológico    
Seminoma  6 35,30 
Não seminoma  11 64,70 
Estadiamento    
pT1  4 23,53 
pT2  8 47,06 
Sem informação  5 29,41 
DP – Desvio padrão 
IC 95% - Intervalo de confiança de 95% da média 
pT1 – Tumor circunscrito ao testículo e epidídimo sem invasão vasculho-linfática 




4.2. Análise dos parâmetros seminais antes e após a orquiectomia 
Na tabela 2 estão representados os valores da análise seminal dos pacientes 









Tabela 2. Análise das variáveis seminais em homens com TCGT nos períodos pré e pós-
orquiectomia (n= 17). As amostras foram comparadas pelo teste t de Student pareado. 
 
DP – Desvio Padrão 











de Cohen d 
Poder 
pH      
Média; DP 8,3; 0,3 8,4; 0,4 0,269 0.277 0.189 
IC 95% [8,00;9,00] [8,00;9,00]    
Volume (mL)      
Média; DP 2,4;1,1 3,0; 1,8 0,122 0.381 0.315 
IC 95% [7,00;5,00] [6,00; 7,5]    
Motilidade progressiva (%)      
Média; DP 49,6;18,2 50,9; 12,4 0,767 0.080 0,061 
IC 95% [0,00;78,00] [22,00; 70,00]    
Motilidade não progressiva (%)      
Média; DP 5,9;3,3 4,3; 1,3 0,074 0.555 0.576 
IC 95% [0,00;12,00] [2,00; 7,00]    
Imóveis (%)      
Média; DP 44,5; 18,6 44,7; 11,7 0,962 0.012 0,050 
IC 95% [20,00;100,00] [26,00; 72,00]    
Vitalidade (%)      
Média; DP 88,5;5,2 87,2; 9,5 0,695 0,157 0,093 
IC 95% [81,00;92,00] [72,00; 95,00]    
Concentração de sptz (x10
6
/mL)      
Média; DP 18,6; 18,1 13,1; 16,1 0,137 0,320 0.236 
IC95% [0,04;57,80] [1,00; 63,80]    
Contagem total de sptz (10
6
)      
Média; DP 44,1; 52,3 40,3; 51,4 0,720 0,073 0,059 
IC 95% [0,06; 190,70] [2,00; 197,80]    
Morfologia (%)      
Média; DP 4,0; 2,3 4,1; 1,9 1,000 0,046 0,053 
IC 95% [1,00; 9,00] [1,00; 7,00]    




     
Média; DP 1,5; 1,9 0,9; 0,8 0,134 0.363 0,290 
IC 95% [1,00; 7,70] [0,00; 2,70]    
Neutrófilos (x10
6
/mL)      
Média; DP 0,4; 0,7 0,3; 0,6 0,332 0,152 0,090 




 4.4. Análise proteômica do plasma seminal antes e após a orquiectomia 
Neste estudo foram encontradas, no total, 546 proteínas. Destas, 339 
proteínas foram excluídas por não serem quantificadas, apenas identificadas e que 
foram identificadas em 2 ou menos amostras. Ao final, 207 proteínas foram 
utilizadas para a análise estatística (apresentadas na tabela suplementar - Anexo 1). 
Das 207 proteínas, 13 estavam diferencialmente expressas entre os períodos, das 
quais, 5 estavam hiperexpressas no grupo Pré-orquiectomia e 8 estavam 
hiperexpressas no grupo Pós-orquiectomia. Na tabela 4 encontram-se as proteínas 
diferencialmente expressas. 
 
Tabela 3. Proteínas hiper-expressas no grupo pré-orquiectomia e no grupo pós-orquiectomia. Valores de 
Fold-change menores que 1 indicam hiper-expressão no grupo Pré-orquiectomia e valores de Fold-change 
maiores que 1 indicam hiper-expressão no grupo Pós-orquiectomia. Análise estatística: teste T de student 






Proteína Fold-change p Coeficiente 
de Cohen d 
Poder 
P08571 Monocyte differentiation antigen CD14 0,37 0,012 2,700 1,000 
P48637 Glutathione synthetase 0,48 0,003 10,240 1,000 
P55259 Pancreatic secretory granule membrane major 
glycoprotein GP2 
0,53 0,007 2.220 1,000 
P15291 Beta-1,4-galactosyltransferase 1 0,60 0,008 1,7000 0,999 
P02647 Apolipoprotein A-I 0,65 0,003 173,00 1,000 
Q00796 Sorbitol dehydrogenase 1,25 0,044 0,546 0,574 
P49221 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 4 1,35 0,046 0,585 0,598 
P09211 Glutathione S-transferase P 1,45 0,019 0,827 0,897 
Q99497 Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 1,56 0,045 0,686 0,734 
P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein 1,63 0,040 0,540 0,531 
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 1,81 0,044 0,569 0,574 
O00507 Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 
FAF-Y 
2,20 0,037 1,370 0,999 
P07339 Cathepsin D 6,39 0,014 0,693 0,765 
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5. DISCUSSÃO 
    O Tumor de Células Germinativas de Testículo é uma doença que acomete 
indivíduos jovens e apresenta altos níveis de cura quando diagnosticado em estágio 
inicial (1,2,4,5). Sabe-se que a orquiectomia, tratamento inicial padrão para todos os 
homens portadores de TCGT, foi capaz de levar ao aumento na atividade mitocondrial 
dos espermatozoides, diminuição da fragmentação do DNA dos espermatozoides e 
diminuição nos níveis de peroxidação lipídica do plasma seminal em uma média de 34 
dias após a sua realização, mesmo quando não observado alterações nos parâmetros 
seminais (48). Assim, hipotetizou-se, que a intervenção cirúrgica foi capaz de remover 
os agentes estressores (processo inflamatório e hipóxia) presentes no ambiente 
testicular que culminavam em alterações da qualidade funcional dos espermatozoides. 
Entretanto, o mecanismo pelo qual o tumor e sua retirada cirúrgica, por meio da 
orquiectomia, corroboram para as alterações no ambiente testicular ainda 
permanecem desconhecidos. Dessa forma, o presente estudo avaliou os efeitos 
iniciais da orquiectomia radical unilateral no perfil de proteínas do plasma seminal de 
homens portadores de TCGT.  
      No presente estudo, além da análise proteômica do plasma seminal também foi 
realizada uma análise das variáveis seminais entre os períodos pré e pós-
orquiectomia. Entretanto, não foi observada diferença estatisticamente significante nos 
parâmetros seminais entre os períodos. Estudos presentes na literatura (46,47), 
observaram que após a orquiectomia os homens portadores de tumor de células 
germinativas de testículo apresentaram uma diminuição na concentração e contagem 
total de espermatozoides. Entretanto, nesses estudos não é especificado quanto 
tempo após a orquiectomia foi realizada a coleta da amostra seminal para avaliação 
de sua qualidade. De fato, em uma média de 34 dias após a realização da cirurgia, é 
pouco comum se observar uma alteração nos parâmetros seminais, uma vez que, o 
ciclo de espermatogênese dura em média 40-76 dias. Dessa forma, o ideal seria 
realizar o espermograma 3 meses após a realização da orquiectomia nesses homens. 
No entanto, a maior parte deles tinha a necessidade de iniciar o tratamento adjuvante, 
u   
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quimio e/ou radioterapia, rapidamente. Impossibilitando dessa forma a coleta da 
amostra seminal após decorridos 3 meses da cirurgia. 
     Neste estudo, 207 proteínas foram quantificadas e identificadas sendo que, 13 
proteínas apresentaram-se diferencialmente expressas entre os grupos. Dentre as 
quais, 5 proteínas estavam hiperexpressas no grupo pré-orquiectomia e 8 proteínas 
estavam hiperexpressas no grupo pós-orquiectomia. As proteínas hiperexpressas no 
período pré-orquiectomia foram; Monocyte differentiation antigen CD14 (CD14), 
Glutathione synthetase (GSHB), Pancreatic secretory granule membrane major 
glycoprotein GP2 (GP2), Beta-1,4-galactosyltransferase 1 (B4GALT1), Apolipoprotein 
A-I (APOA1).  
   A Glutathione synthetase (GSHB) é uma proteína que catalisa a segunda etapa da 
biossíntese de Glutationa a partir de L- cisteína e L- glutamato e influencia a regulação 
redox e a defesa oxidativa das células (59). Estudos demonstraram que os níveis de 
GSHB estavam elevados em tecidos do câncer de cólon quando comparados com a 
mucosa normal e, portanto, foi relatada como possível biomarcador de câncer de 
cólon e alvo terapêutico de drogas contra esse tipo de câncer (60). Observou-se 
também, no estudo de Strohkamp et. al., níveis mais elevados de Glutathione 
synthetase em plaquetas de pacientes com câncer colorretal quando comparados com 
doadores saudáveis. Além disso, o autor levanta a hipótese de que o valor potencial 
de se examinar a regulação da GSHB pode servir como um indicador de prognóstico 
clínico para malignidade (61). No presente estudo, os níveis dessa proteína 
apresentaram-se duas vezes maiores no período pré-orquiectomia. Dessa forma, 
podemos hipotetizar que a hiperexpressão dessa proteína pode estar associada à 
proliferação de células tumorais, uma vez que, a GSHB também pode apresentar um 
potencial pró-tumorigênico (61).  
    O Monocyte differentiation antigen CD14 (CD14) é um antígeno de superfície 
expresso preferencialmente em monócitos/macrófagos. Coopera com outras proteínas 
para mediar à resposta imune inata.  Em estudos com câncer de bexiga (62) definiu-
se um papel crucial do CD14 em orquestrar inflamação promovida pelo tumor. Fatores 
inflamatórios produzidos por subpopulações de células tumorais com alta expressão 
de CD14 ativam a angiogênese para apoiar o estabelecimento e manutenção de um 
microambiente tumoral inflamatório. Além disso, essa subpopulação é capaz de 
conduzir crescimento tumoral, produzindo fatores que conduzem a um estimulo 
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proliferativo autócrino e parácrino. (62). No plasma seminal, estudos anteriores 
demonstraram que a concentração de CD14 é de aproximadamente 2-6 μg/mL, 
embora altos níveis dessa proteína tenham sido relatados em doenças infecciosas e 
inflamatórias (63). Em nosso estudo, observamos que a expressão dessa proteína 
estava três vezes maior no grupo pré-orquiectomia. Assim, podemos hipotetizar que o 
aumento na expressão dessa proteína pode estar ligado a um possível processo 
inflamatório no ambiente testicular. Em nosso estudo anterior (48), observamos que 
os níveis de peroxidação lipídica do plasma seminal de homens portadores de TCGT 
estavam aumentados na amostra seminal pré-orquiectomia. Além disso, foi observado 
um aumento na fragmentação de DNA e uma diminuição na atividade mitocondrial dos 
espermatozoides. Para tais resultados, hipotetizou-se que um processo inflamatório 
mediado pelo tumor no ambiente testicular poderia estar causando as alterações na 
qualidade funcional dos espermatozoides. Entretanto, estudos que relacionem a 
expressão dessa proteína com indicadores de inflamação, como por exemplo, 
interleucinas são necessários para explorar mais essa hipótese. 
      A Pancreatic secretory granule membrane major glycoprotein GP2 (GP2) é uma 
proteína de membrana integral que é secretada a partir de grânulos intracelulares de 
zimogênio e se associa à membrana plasmática por meio da ligação de 
glicosilfosfatidilinositol (GPI), e é secretada por células pancreáticas (64). Em alguns 
estudos (65), o GP2 apresentou-se como constituinte de células imunológicas 
expressando-se em células-chave da resposta imune inata e adaptiva, como células T 
e monócitos. Em nosso estudo, a proteína Pancreatic secretory granule membrane 
major glycoprotein GP2 apresentou-se quase duas vezes mais expressa no grupo pré-
orquiectomia quando comparado com o grupo pós-orquiectomia. Entretanto, são 
escassos os relatos sobre a expressão dessa proteína em populações de células não 
pancreáticas (66). 
     A biossíntese de complexo glicanos é estritamente controlada por vários 
subconjuntos de enzimas específicas conhecidas como glicosiltransferase (67). Entre 
essas, a Beta-1,4-galactosyltransferase 1 (B4GALT1), proteína existente em dois 
compartimentos celulares distintos, no complexo de Golgi e na membrana plasmática, 
(68) desemprenha uma variedade de papéis em condições fisiológicas e patológicas, 
como extensão de neuritos, interação entre os espermatozoides e o oócito (69), além 
de metástase e proliferação de células cancerígenas (70,71). Alterações da expressão 
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de B4GALT foram documentadas em alguns tipos de câncer, como câncer de mama 
(72), câncer de cólon, câncer hepatocelular, câncer de pulmão (70), leucemia (73), 
neuroblastoma (74), e câncer de próstata (75). Em nosso estudo observamos que a 
expressão dessa proteína está 1,6 vezes maior no grupo pré-orquiectomia. Dessa 
forma, podemos sugerir que o aumento da sua expressão pode estar relacionado a 
proliferação de células germinativas cancerígenas.   
    A Apolipoprotein A-I (APOA1) é uma proteína que participa no transporte reverso de 
colesterol dos tecidos para o fígado para a sua excreção, promovendo assim o efluxo 
de colesterol dos tecidos e atuando como co-fator Lecitina Colesterol aciltransferase 
(LCAT). Também é uma proteína envolvida na ativação da motilidade dos 
espermatozoides. No estudo de Antoniassi et al. (76) foi observado um aumento da 
expressão dessa proteína no plasma seminal de homens fumantes. Outro achado em 
relação a essa proteínas foi no estudo de Ferigolo e colaboradores (77), que observou 
uma hiperexpressão da APOA1 em homens obesos. Assim, como essa proteína está 
associada a diferentes condições que levam a infertilidade, a hiper-expressão dela em 
homens portadores de TCGT pode explicar a baixa qualidade seminal observada. 
Portanto, um estudo de validação dessa proteína em diferentes coortes de homens 
inférteis pode trazer informação adicional sobre o papel dessa proteina. 
   Em relação ao período pós-orquiectomia, as proteínas que estavam hiperexpressas 
foram: Sorbitol dehydrogenase (DHSO), Protein-glutamine gamma-
glutamyltransferase 4 (TGM4), Glutathione S-transferase P (GSTP1), Protein/nucleic 
acid deglycase DJ-1 (PARK7), Zinc-alpha-2-glycoprotein (ZA2G), Peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase B (PPIB), Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-Y 
(USP9Y), Cathepsin D (CATD). A Sorbitol dehydrogenase (DHSO) é uma enzima 
chave na via do poliol. Nesta via, a glicose é reduzida ao sorbitol pela ação da aldose 
redutase e o sorbitol resultante é subsequentemente oxidado em frutose pela ação da 
sorbitol desidrogenase (78). Estudos (79) demonstraram, que altos níveis de atividade 
de DHSO foram encontrados nos testículos, sendo expresso principalmente nas 
células espermatogênicas. Tanto a frutose como o sorbitol, subprodutos dessa via, 
são utilizadas como fontes de energia para os espermatozoides (79). Além disso, foi 
observado que o aumento na expressão de DHSO pode estar associado à 
tumorigênese em câncer coloretal (80). Em nosso estudo, relatamos que esta proteína 
estava 1,2 vezes mais presente no grupo pós-orquiectomia. Esse resultado pode 
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corroborar com os achados de outro estudo (48) realizado por nosso grupo, onde foi 
observado um aumento da atividade mitocondrial após a realização da orquiectomia, 
fato esse que pode estar relacionado a presença dessa proteína no plasma seminal 
desses homens.  
    A proteína Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 4 (TGM4) está associada 
ao processo reprodutivo em mamíferos. Em camundongos TGM4 knock-out  machos 
não se observou formação do tampão copulatório, apresentando-se com fertilidade 
reduzida, apesar de concentração, motilidade e morfologia dos espermatozoides 
normais (81) Além disso, também foi sugerido que algumas proteínas da vesícula 
seminal se coagulam na ausência da TGM4 (82). No estudo de Del Giudice e 
colaboradores (83), observou-se a presença dessa proteína exclusivamente no grupo 
pós-varicocelectomia. Por outro lado, estudos anteriores sobre a TGM4 revelaram-na 
como uma proteína chave na regulação de invasividade (84) e adesão celular (85), 
além de demonstrar uma associação dessa proteína com a transição epitélio-
mesenquimal e interação entre o câncer e as células endoteliais vasculares (86). Além 
disso, Drabovich e colaboradores (87) observaram um aumento na expressão de 
TGM4 em homens com Câncer de Próstata em comparação com indivíduos 
saudáveis, apontando essa proteína como um possível biomarcador para esse tipo de 
câncer. No presente estudo, foi observado que a expressão da Protein-glutamine 
gamma-glutamyltransferase 4 estava 1,3 vezes em maior quantidade no grupo pós-
orquiectomia.  
    A Glutathione S-transferase (GSTs) é uma proteína multifuncional expressa 
ubiquamente na maioria dos organismos vivos e que catalisam a conjugação da 
glutationa (GSH) com diferentes substratos tóxicos fornecidos com um centro 
eletrofílico. (88). Em resposta à produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) , 
as GSTs podem alterar os níveis celulares de GSH (89). Além disso, as proteínas 
pertencentes a esse grupo também estão envolvidas na regulação de diferentes 
processos metabólicos, sinalização e resposta ao estresse (90). Os GSTs 
compreendem pelo menos cinco famílias de genes representadas pelas quatro 
classes citosólicas: Alfa, Mu, Teta e Pi, e pelo menos uma distinta classe microssomal 
associada à membrana (91). No presente estudo, foi observado um aumento da 
expressão do GST pi/ GSTP1 no grupo pós-orquiectomia. Considerando-se que essa 
proteína é capaz de proteger a célula contra danos oxidativos (92), pode-se sugerir 
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que o aumento de sua expressão pode levar ao equilíbrio entre os níveis de EROs e 
antioxidantes no microambiente testicular, antes alterados pela presença do tumor. O 
resultado observado nesse estudo corrobora com os achados observados em um 
estudo anterior do nosso grupo, onde se observou uma diminuição nos níveis de 
peroxidação lipídica do plasma seminal após a orquiectomia (48). 
   A Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 (PARK7) é expressa ubiquamente em vários 
tecidos humanos, com uma alta expressão particularmente nos testículos (93). 
Embora sua função bioquímica ainda não seja precisamente conhecida, estudos 
demonstraram que a PARK7 é uma proteína multifuncional e desempenha papel 
essencial em tecidos com funções biológicas de ordem superior, incluindo 
transformação celular (93), fertilização e maturação dos espermatozoides (94–96), 
resposta ao estresse oxidativo (97–100) e doença de Parkinson (101). A PARK7 e 
suas proteínas homólogas Sperm protein 22 (SP22) e contraception-associated 
protein 1 (CAP1) foram identificadas como proteínas que se relacionam com a 
infertilidade masculina (94,102,103). Além disso, foi também demonstrado que a 
PARK 7 começa a ser expressa após o aparecimento do segundo espermatócito 
durante a espermatogênese e finalmente se aloca no segmento cefálico dos 
espermatozoides, indicando importante função dessa proteína na espermatogênse 
(102,103).  
    No estudo realizado por Sun e colaboradores (104), observou-se uma diminuição 
nos níveis de expressão da PARK7 no plasma seminal de homens 
astenozoospermicos quando comparados com doadores normais, sugerindo-se um 
papel da proteína na motilidade dos espermatozoides. Ademais, foi também 
observado um aumento nos níveis de peroxidação lipídica e diminuição do potencial 
de membrana (MMP) dos espermatozoides de homens astenozoospermicos, 
associados pelo autor a baixa expressão da PARK7 nessas amostras 
    Em nosso estudo, observou-se um aumento da expressão da PARK7 nas amostras 
pós-orquiectomia em 1,5 vezes, corroborando com os resultados observados em um 
estudo realizado previamente por nosso grupo (48), onde se observou um aumento na 
atividade mitocondrial dos espermatozoides e uma diminuição dos níveis de 
peroxidação lipídica do plasma seminal de homens portadores de tumor de células 
germinativas de testículo após 34 dias da realização da orquiectomia. Dessa forma, 
podemos sugerir que a PARK7 desempenhou um papel importante na melhora da 
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atividade mitocondrial dos espermatozoides, além de, diminuir os efeitos do estresse 
oxidativo no plasma seminal.  
   A Zinc-alpha-2-glycoprotein (AZGP1) é conhecida por atuar com um fator 
mobilizador de lipídios para estimular a lipólise em adipócitos por meio da estimulação 
de adenilato ciclase em um processo dependente de GTP (105,106). A AZGP1 foi 
descrita por participar ativamente da proliferação tumoral (107–109) e o aumento de 
sua expressão foi associado com alguns tipos de câncer como, o de próstata (110) e o 
de mama (111).  Em relação à fertilidade masculina, a associação da AZGP1 foi 
descrita por alguns autores. Starita-Geribaldi e colaboradores em seu estudo (112), 
observaram a ausência da expressão de AZGP1 no plasma seminal de homens 
azoospérmicos. Enquanto Ding e colaboradores (113), sugeriram, que a Zinc-alpha-2-
glycoprotein pode desempenhar um papel importante nos mecanismos que modulam 
a motilidade espermática, demonstrando assim, a importância dessa proteína para a 
fertilidade. No presente estudo, foi observado que a expressão da AZGP1 estava 1,6 
vezes maior no grupo pós-orquiectomia.  Dessa forma, podemos hipotetizar que o 
aumento na sua expressão pode estar relacionado a uma melhora na 
espermatogênese.  
   A Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B (PPIB), também chamada de Cyclophilin B, é 
uma proteína pertencente à família das ciclofilinas, enzimas altamente conservadas, 
importantes em múltiplos processos celulares. As ciclofilinas são responsáveis por 
catalisar a isomerização cis-trans de ligações peptídicas imídicas da prolina em 
oligopeptídeos e, portanto, pode auxiliar no dobramento de proteínas (114). Em seu 
estudo, Intasqui e colaboradores observaram a presença da PPIB no plasma seminal 
de homens com altas taxas de fragmentação de DNA. Entretanto, pouco se sabe 
sobre o papel dessa proteína na fertilidade masculina. Em nosso estudo, foi 
observado que a expressão dessa proteína estava 1,8 vezes maior no grupo pós-
orquiectomia. Devido a dificuldade de se entender a associação dessa proteína com a 
fertilidade masculina é fundamental a realização de estudos que visam compreender o 
seu papel no plasma seminal. 
   A Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-Y (USP9Y) é uma proteína 
expressa ubiquamente em tecidos adultos e embrionários (115). O gene responsável 
por sua codificação se localiza na região AZFa no braço longo do cromossomo Y. A 
USP9Y assemelha-se a proteases específicas da ubiquitina, que clivam a fração da 
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ubiquitina unida a percursores e proteínas ubiquitinadas (115). Em relação à 
fertilidade masculina, deleções e pequenas mutações no gene USP9Y parecem estar 
associadas com uma hipo espermatogênese severa. Uma mutação pontual do USP9Y 
resulta em parada parcial da espermatogênese no estágio de espermatócito, com 
poucas células germinativas pós-meióticas (116). Em nosso estudo, foi observado que 
a USP9Y estava 2,2 vezes em maior quantidade no grupo pós-orquiectomia. Com 
base nessa informação, podemos sugerir, mesmo após 34 dias da orquiectomia, uma 
melhora na espermatogênese do testículo contralateral, que poderia possivelmente 
estar sofrendo influência de substâncias parácrinas liberadas pelo tumor (117).  
   A Cathepsin D (CATD) é uma protease aspártica lisossomal presente em um amplo 
espectro de células somáticas e tecidos (118). Foi proposto que proteases participam 
do processo de migração celular e/ou espermatozoides durante a translocação do 
desenvolvimento de células germinativas através do epitélio seminífero durante a 
espermatogênese. O estudo realizado por Igdoura e colaboradores demonstrou que a 
Cathepsin D se localiza sobre lisossomos nas células de Sertoli e Leydig e no 
acrossomo de espermátides (119). Além disso, sua biossíntese e secreção no 
epidídimo são moduladas pelas células principais do epitélio epididimal proximal. Ao 
ser secretada no fluído como parte de epididimossomos, a CATD é transferida para a 
superfície espermática dentro da cabeça do epidídimo. A quantidade de CATD na 
superfície espermática diminui gradualmente até desaparecer nos espermatozoides 
na cauda do epidídimo. As alterações nos níveis de CATD observadas no estudo 
fornecem, portanto, evidências que indicam uma dinâmica na membrana espermática 
por meio de processos de adsorção e remoção a maturação epididimal dos 
espermatozoides, tornando maduro funcionalmente antes da fertilização.  Em nosso 
estudo, observamos que a CATD está seis vezes em maior quantidade no grupo pós-
orquiectomia. Dessa forma, podemos presumir que o aumento na expressão no grupo 
pós-orquiectomia dessa proteína, provavelmente, demonstra melhora na 
espermatogênese após a cirurgia. 
   Em resumo, com os resultados obtidos nesse estudo podemos observar uma maior 
expressão de proteínas no grupo pré-orquiectomia que são responsáveis por 
promover um processo inflamatório local mediado pelo tumor. Levando a liberação de 
citocinas pró-inflamatórias que podem causar um aumento nos níveis de espécies 
reativas de oxigênio (EROs), resultando assim, em um desbalanço entre os níveis de 
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antioxidantes e as EROs, culminando em um processo conhecido como estresse 
oxidativo (EO). Na literatura, a associação entre o estresse oxidativo e os danos aos 
espermatozoides é bem estabelecido (120–123). Sabe-se que o aumento de EROs 
está associado ao aumento da fragmentação do DNA dos espermatozoides (124,125), 
a uma diminuição na atividade mitocondrial (126) e na integridade do acrossoma dos 
espermatozoides (127). Fato esse, que foi observado em um estudo realizado 
anteriormente por nosso grupo, onde homens portadores de tumor de células 
germinativas de testículo apresentaram um aumento na fragmentação do DNA e uma 
diminuição na atividade mitocondrial dos espermatozoides, além de um aumento dos 
níveis de peroxidação lipídica do plasma seminal antes da realização da orquiectomia. 
   Podemos sugerir que a orquiectomia, mesmo que em curto período de tempo 
(média de 34 dias) decorridos desde sua realização, foi capaz de diminuir os agentes 
estressores, como o processo inflamatório, provavelmente ocasionado pela liberação 
de substâncias produzidas pelo tumor e que afetavam de forma parácrina o testículo 
contralateral. Observou-se também o aumento da expressão de proteínas envolvidas 
no processo de espermatogênese, em mecanismos que modulam a motilidade 
espermática e que estão envolvidas nos processos de defesa antioxidantes. Achados 
esses, que também corroboram com os resultados obtidos no estudo realizado 
posteriormente por nosso grupo, onde se observou, após uma média de 34 dias da 
realização da orquiectomia, uma diminuição na fragmentação do DNA dos 
espermatozoides e nos níveis de peroxidação lipídica do plasma seminal, além do 
aumento da atividade mitocondrial dos espermatozoides.   
   Ademais, algumas proteínas que apresentaram maior expressão no grupo pós-
orquiectomia também estão associadas com o desenvolvimento tumoral. Sabe-se que 
o TCGT prévio associa-se fortemente ao desenvolvimento de tumor no testículo 
contralateral (128,129). Dessa forma, a presença dessas proteínas pode, 
possivelmente,  estar associada ao desenvolvimento de novas células tumorais. 
   Entretanto, mais estudos são necessários para proporcionar um maior entendimento 
em relação aos efeitos moleculares do tumor e de sua retirada, por meio da 
orquiectomia, no ambiente testicular.  
    
    






Embora a orquiectomia não tenha levado a alterações nas variáveis seminais, a 
retirada do testículo afetado pelo tumor levou a alterações na composição 
proteômica do plasma seminal. Após a orquiectomia, foi observado uma 
diminuição na expressão de proteínas relacionadas ao processo inflamatório e 
proliferação de células tumorais e um aumento na expressão de proteínas 
relacionadas ao processo de espermatogênese,  modulação da motilidade 
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Anexo 1- Tabela suplementar 1. Todas as proteínas quantificadas no plasma seminal de 
homens portadores de tumor de células germinativas de testículo, antes e após a realização 
da orquiectomia. Médias maiores que 1 indicam hiper-expressão no grupo pór-orquiectomia, 
enquanto que valores da média menores que 1 indicam hiper-expressão no grupo pré-
orquiectomia.  Análise estatística: teste T de Student para amostra única. 
Uniprot ID Proteína Média    p 
P48637 Glutathione synthetase 0,49 0,003 
P02647 Apolipoprotein A-I 0,65 0,004 
P55259 Pancreatic secretory granule membrane major 
glycoprotein GP2 
0,54 0,008 
P15291 Beta-1,4-galactosyltransferase 1 0,60 0,009 
P08571 Monocyte differentiation antigen CD14 0,38 0,012 
P07339 Cathepsin D 6,39 0,014 
P09211 Glutathione S-transferase P 1,45 0,019 
O00507 Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-Y 2,21 0,037 
P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein 1,63 0,040 
Q00796 Sorbitol dehydrogenase 1,25 0,044 
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 1,82 0,044 
Q99497 Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 1,56 0,045 
P49221 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 4 1,36 0,046 
P14625 Endoplasmin 1,31 0,053 
Q6YHK3 CD109 antigen 0,69 0,057 
P11021 Endoplasmic reticulum chaperone BiP 1,74 0,060 
P20142 Gastricsin 1,47 0,065 
Q02383 Semenogelin-2 1,53 0,066 
O75503 Ceroid-lipofuscinosis neuronal protein 5 1,10 0,068 
Q709C8 Vacuolar protein sorting-associated protein 13C 0,45 0,070 
P10586 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F 0,56 0,073 
P53396 ATP-citrate synthase 0,37 0,078 
Q13510 Acid ceramidase 1,28 0,087 
Q9NQ79 Cartilage acidic protein 1 1,40 0,095 
Q58EX2 Protein sidekick-2 0,36 0,095 
P12277 Creatine kinase B-type 1,50 0,098 
P80303 Nucleobindin-2 1,51 0,100 
P04279 Semenogelin-1 2,06 0,103 
P07602 Prosaposin 5,13 0,113 
O00754 Lysosomal alpha-mannosidase 0,59 0,118 
Q14697 Neutral alpha-glucosidase AB 1,47 0,123 
Q66K79 Carboxypeptidase Z 1,74 0,125 
P01009 Alpha-1-antitrypsin 5,37 0,127 
P01033 Metalloproteinase inhibitor 1 1,69 0,127 
P39060 Collagen alpha-1(XVIII) chain 0,75 0,129 
P01036 Cystatin-S 1,85 0,132 
Q9UBR2 Cathepsin Z 2,26 0,133 




P54107 Cysteine-rich secretory protein 1 0,77 0,141 
P07711 Cathepsin L1 3,49 0,145 
Q96KP4 Cytosolic non-specific dipeptidase 1,67 0,146 
Q01459 Di-N-acetylchitobiase 0,65 0,147 
Q6W4X9 Mucin-6 1,44 0,149 
P02751 Fibronectin 1,42 0,159 
P0DMV9 Heat shock 70 kDa protein 1B 1,59 0,165 
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 1,33 0,172 
P0DOX7 Immunoglobulin kappa light chain 0,52 0,172 
P62987 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 2,34 0,176 
Q92626 Peroxidasin homolog 0,76 0,184 
Q9Y5X9 Endothelial lipase 1,72 0,190 
O00560 Syntenin-1 0,84 0,191 
Q6NT32 Carboxylesterase 5A 4,13 0,193 
P63261 Actin, cytoplasmic 2 1,27 0,197 
Q96DA0 Zymogen granule protein 16 homolog B 1,45 0,200 
P01833 Polymeric immunoglobulin receptor 2,15 0,202 
O43505 Beta-1,4-glucuronyltransferase 1 0,64 0,203 
Q13162 Peroxiredoxin-4 1,34 0,204 
Q15084 Protein disulfide-isomerase A6 1,32 0,214 
P10253 Lysosomal alpha-glucosidase 0,83 0,218 
O00339 Matrilin-2 1,69 0,218 
P17405 Sphingomyelin phosphodiesterase 1,27 0,220 
O43707 Alpha-actinin-4 0,51 0,222 
P09466 Glycodelin 1,73 0,228 
P06727 Apolipoprotein A-IV 0,49 0,235 
P01034 Cystatin-C 1,25 0,238 
Q13217 DnaJ homolog subfamily C member 3 2,55 0,239 
P06733 Alpha-enolase 1,64 0,241 
P42785 Lysosomal Pro-X carboxypeptidase 0,65 0,242 
O94985 Calsyntenin-1 0,86 0,253 
Q02818 Nucleobindin-1 1,23 0,268 
Q06828 Fibromodulin 1,35 0,260 
P01024 Complement C3 1,31 0,264 
O14773 Tripeptidyl-peptidase 1 1,24 0,269 
Q9BWS9 Chitinase domain-containing protein 1 1,08 0,269 
Q92896 Golgi apparatus protein 1 1,43 0,279 
P02790 Hemopexin 1,66 0,284 
Q03167 Transforming growth factor beta receptor type 3 1,10 0,288 
Q92859 Neogenin 0,66 0,290 
P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha 1,55 0,297 
O00391 Sulfhydryl oxidase 1 1,18 0,299 
Q9HAT2 Sialate O-acetylesterase 0,44 0,301 
P15289 Arylsulfatase A 1,22 0,313 
P17931 Galectin-3 0,68 0,314 
P50995 Annexin A11 2,10 0,316 
P0C0L5 Complement C4-B 0,82 0,318 
O15230 Laminin subunit alpha-5 1,18 0,318 
P09467 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 1,33 0,325 
Q8IZJ3 C3 and PZP-like alpha-2-macroglobulin domain- 1,18 0,326 




containing protein 8 
Q6ZMQ8 Serine/threonine-protein kinase LMTK1 1,18 0,334 
P09668 Pro-cathepsin H 1,26 0,336 
Q04760 Lactoylglutathione lyase 1,22 0,338 
Q9NR99 Matrix-remodeling-associated protein 5 1,45 0,340 
Q53H76 Phospholipase A1 member A 0,77 0,346 
P04083 Annexin A1 1,15 0,352 
P08195 4F2 cell-surface antigen heavy chain 0,95 0,358 
P10909 Clusterin 1,20 0,367 
P50895 Basal cell adhesion molecule 1,46 0,376 
P12821 Angiotensin-converting enzyme 1,44 0,377 
P30041 Peroxiredoxin-6 1,20 0,382 
O00115 Deoxyribonuclease-2-alpha 0,85 0,382 
Q8WVQ1 Soluble calcium-activated nucleotidase 1 1,11 0,385 
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein 1,80 0,387 
P58499 Protein FAM3B 1,24 0,390 
Q969X1 Protein lifeguard 3 0,52 0,393 
Q9GZX9 Twisted gastrulation protein homolog 1 1,25 0,395 
O43451 Maltase-glucoamylase, intestinal 1,36 0,396 
Q6UXD5 Seizure 6-like protein 2 1,15 0,411 
Q86X29 Lipolysis-stimulated lipoprotein receptor 1,77 0,411 
Q13332 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S 1,40 0,415 
Q9Y653 Adhesion G-protein coupled receptor G1 1,57 0,421 
Q9Y6R7 IgGFc-binding protein 1,13 0,430 
P05164 Myeloperoxidase 1,92 0,437 
Q7Z4W1 L-xylulose reductase 1,46 0,443 
P05067 Amyloid-beta A4 protein 1,27 0,446 
Q9UK41 Vacuolar protein sorting-associated protein 28 homolog 0,89 0,450 
O14786 Neuropilin-1 1,15 0,450 
P30101 Protein disulfide-isomerase A3 1,28 0,451 
P02788 Lactotransferrin 1,15 0,456 
P16278 Beta-galactosidase 0,86 0,456 
P08294 Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn] 1,16 0,459 
P08473 Neprilysin 0,92 0,462 
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A 1,11 0,462 
P02787 Serotransferrin 1,23 0,463 
P55268 Laminin subunit beta-2 1,11 0,464 
P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1 0,68 0,469 
P11047 Laminin subunit gamma-1 1,15 0,470 
P40925 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1,20 0,473 
P01876 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 1,35 0,470 
P06858 Lipoprotein lipase 1,14 0,480 
P05154 Plasma serine protease inhibitor 1,27 0,483 
P08238 Heat shock protein HSP 90-beta 0,87 0,487 
P61769 Beta-2-microglobulin 11,45 0,494 
P02750 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1,15 0,500 
Q99816 Tumor susceptibility gene 101 protein 1,13 0,501 
P61916 NPC intracellular cholesterol transporter 2 6,94 0,505 
P63104 14-3-3 protein zeta/delta 1,15 0,514 
P00450 Ceruloplasmin 1,19 0,515 
Continua... 
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P35579 Myosin-9 1,74 0,518 
P07288 Prostate-specific antigen 0,90 0,519 
Q99985 Semaphorin-3C 1,58 0,520 
P08758 Annexin A5 0,92 0,523 
P0DOX5 Immunoglobulin gamma-1 heavy chain 1,34 0,528 
Q08380 Galectin-3-binding protein 1,11 0,535 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain 0,80 0,559 
P12429 Annexin A3 1,11 0,563 
Q8NBJ4 Golgi membrane protein 1 2,05 0,565 
Q8N6Q3 CD177 antigen 1,20 0,566 
Q6UX06 Olfactomedin-4 1,69 0,568 
P12110 Collagen alpha-2(VI) chain 0,93 0,569 
Q6PCB0 von Willebrand factor A domain-containing protein 1 1,14 0,573 
P08253 72 kDa type IV collagenase 1,22 0,583 
P07384 Calpain-1 catalytic subunit 1,23 0,583 
Q9UHL4 Dipeptidyl peptidase 2 0,89 0,593 
P20151 Kallikrein-2 1,11 0,606 
P01834 Immunoglobulin kappa constant 2,48 0,608 
P41222 Prostaglandin-H2 D-isomerase 1,20 0,612 
P15309 Prostatic acid phosphatase 0,89 0,612 
P36268 Inactive glutathione hydrolase 2 1,09 0,616 
P09972 Fructose-bisphosphate aldolase C 1,87 0,633 
P28907 ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose hydrolase 1 1,88 0,658 
P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2 2,01 0,666 
P18827 Syndecan-1 1,20 0,670 
P12830 Cadherin-1 1,11 0,679 
P14384 Carboxypeptidase M 1,07 0,693 
Q9NZ08 Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 1,75 0,696 
Q9Y646 Carboxypeptidase Q 1,14 0,704 
Q13438 Protein OS-9 1,30 0,705 
Q16610 Extracellular matrix protein 1 0,89 0,707 
Q9H4B8 Dipeptidase 3 1,23 0,708 
P43251 Biotinidase 1,06 0,710 
P60174 Triosephosphate isomerase 1,14 0,726 
Q99538 Legumain 0,92 0,727 
P16870 Carboxypeptidase E 1,06 0,734 
P06865 Beta-hexosaminidase subunit alpha 1,05 0,757 
P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 1,08 0,767 
O75874 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 0,96 0,781 
P19801 Amiloride-sensitive amine oxidase [copper-containing] 1,09 0,784 
P49913 Cathelicidin antimicrobial peptide 1,49 0,785 
P00390 Glutathione reductase, mitochondrial 1,32 0,785 
Q9UHC6 Contactin-associated protein-like 2 1,07 0,797 
O75340 Programmed cell death protein 6 1,11 0,798 
P07355 Annexin A2 1,04 0,816 
O94813 Slit homolog 2 protein 0,80 0,822 
Q96S96 Phosphatidylethanolamine-binding protein 4 1,10 0,824 
Q02809 Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1 1,06 0,844 
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P32119 Peroxiredoxin-2 0,97 0,851 
Q13449 Limbic system-associated membrane protein 1,04 0,877 
P49327 Fatty acid synthase 1,03 0,881 
P54802 Alpha-N-acetylglucosaminidase 0,97 0,881 
P07858 Cathepsin B 0,98 0,881 
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 0,97 0,884 
O00468 Agrin 1,02 0,884 
Q14393 Growth arrest-specific protein 6 1,01 0,915 
P12273 Prolactin-inducible protein 1,03 0,916 
P07686 Beta-hexosaminidase subunit beta 1,01 0,922 
O60888 Protein CutA 0,96 0,931 
P15144 Aminopeptidase N 0,98 0,937 
P05155 Plasma protease C1 inhibitor 0,96 0,937 
P02649 Apolipoprotein E 0,95 0,938 
P13716 Delta-aminolevulinic acid dehydratase 1,03 0,942 
P04004 Vitronectin 1,01 0,949 
P04217 Alpha-1B-glycoprotein 0,98 0,950 
P13796 Plastin-2 0,99 0,960 
P34096 Ribonuclease 4 0,99 0,964 
P04066 Tissue alpha-L-fucosidase 0,99 0,980 
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Anexo 2 – Tabela suplementar 2. Média das concentrações de proteínas do 
plasma seminal de homens com TCGT pré e pós-orquiectomia. 
 






1 Pré-orquiectomia 25042,2 Pós-orquiectomia 23449,2 
2 Pré-orquiectomia 33600,3 Pós-orquiectomia 26307,1 
3 Pré-orquiectomia 20737,9 Pós-orquiectomia 24498,4 
4 Pré-orquiectomia 30485,5 Pós-orquiectomia 19476,8 
5 Pré-orquiectomia 28489,1 Pós-orquiectomia 23177,8 
6 Pré-orquiectomia 27399,0 Pós-orquiectomia 16627,1 
7 Pré-orquiectomia 28661,0 Pós-orquiectomia 31659,9 
8 Pré-orquiectomia 25666,9 Pós-orquiectomia 24903,4 
9 Pré-orquiectomia 38792,8 Pós-orquiectomia 25588,3 
10 Pré-orquiectomia 27439,5 Pós-orquiectomia 29962,6 
11 Pré-orquiectomia 31138,5 Pós-orquiectomia 26979,8 
12 Pré-orquiectomia 25512,8 Pós-orquiectomia 32607,7 
13 Pré-orquiectomia 19003,3 Pós-orquiectomia 29686,9 
14 Pré-orquiectomia 16756,2 Pós-orquiectomia 37558,7 
15 Pré-orquiectomia 20617,6 Pós-orquiectomia 22684,0 
16 Pré-orquiectomia 18246,9 Pós-orquiectomia 28620,9 
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Anexo 4 – Termo de consentimento livre e esclarecido. 
 
Termo de Consentimento livre e Esclarecido 
 
1. Titulo do projeto 
“Avaliação do efeito da orquiectomia no perfil de proteínas do plasma 
seminal de homens portadores de tumor germinativo de testículo”. 
2. Informações iniciais 
Todas as informações serão fornecidas para a sua participação 
voluntária neste estudo, que visa à avaliação do perfil de proteínas do plasma 
seminal (análise que visa avaliar o perfil de proteínas do plasma seminal por 
meio da análise proteomica por espectrometria de massas) de pacientes 
portadores de câncer de testículo.        
3. Procedimentos 
 As amostras seminais deverão ser coletadas via masturbação para 
congelamento no laboratório/banco de criopreservação. Após a liquefação 
seminal será realizado o exame de espermograma (procedimento rotineiro); 
parte desta amostra será congelada e a porção restante passará por uma 
análise funcional dos espermatozoides (procedimento experimental).                                  
4. Desconfortos e riscos aos voluntários  
 
A colheita de sêmen deve ser realizada por masturbação em um recipiente 
plástico estéril. Este procedimento pode causar algum desconforto para você. A 
colheita de sêmen na sala de colheita do Laboratório de Urologia/Reprodução 
Humana do Hospital São Paulo pode ser constrangedora. O deslocamento até 
o local para a colheita também poderá ser inconveniente. Não haverá qualquer 
ajuda financeira para as despesas de transporte ou alimentação durante a sua 
estadia. Não existe risco de que a amostra de sêmen que você irá produzir 
possa gerar filhos. A amostra será utilizada somente para o espermograma e, 
o restante, para os testes envolvidos nesta pesquisa.  
           5. Benefícios: Não existem benefícios para você em particular neste 
estudo.  
6. Esclarecimentos sobre a pesquisa:    
Em qualquer etapa da pesquisa, o paciente voluntário terá acesso aos 
profissionais responsáveis para esclarecimento de eventuais dúvidas. A 
principal investigadora da pesquisa é a Biomédica Maria Beatriz Ribeiro de 
Andrade que pode ser encontrada no Laboratório de Reprodução 
Humana/Banco de Criopreservação da Unifesp, na Rua Napoleão de Barros, 
628 Vila Clementino, São Paulo. CEP: 04024-002/ Telefones (11) 5084-3891. 
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Em caso de dúvidas e considerações sobre a ética da pesquisa, entre em 
contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), localizado na Rua 
Botucatu, 572-1°andar-cj14, Telefone: (11) 5571-1062, FAX: (11) 5539-7162 
/E-mail: cepunifesp@epm.br.  O termo de consentimento livre e esclarecido 
(TCLE) será disponibilizado em duas vias originais, sendo que, uma via ficará 
em posse do pesquisador e outra via fica em posse do voluntário da pesquisa.  
7. Direito de confiabilidade: 
 Todas as informações obtidas serão analisadas em conjunto com as de 
outros pacientes, não sendo divulgada a identificação de nenhum paciente e 
mantendo a confiabilidade de todos os registros dos mesmos. 
8. Participação Voluntária 
A participação dos pacientes neste estudo é totalmente voluntária. É 
garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e 
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuízo á continuidade de seu 
trabalho na Instituição.  
 
9. Despesas e Compensações                                                                                                                                                       
  
Não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do 
estudo, incluindo exames e consultas. Também não há compensação 
financeira relacionada á participação dos voluntários. Se existir qualquer 
despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. 
10. Danos pessoais 
Em caso de dano pessoal (lesão física) diretamente causado pelos 
procedimentos ou tratamentos propostos neste estudo (anexo causal 
comprovado), o participante tem direito a tratamento médico disponível.   
11. Compromisso do pesquisador 
O pesquisador tem como compromisso, utilizar os dados e o material 
coletado somente para esta pesquisa. O material após ser utilizado para a 
pesquisa será descartado de forma adequada (descarpack). 
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações 
que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Análise funcional 
dos espermatozoides de pacientes portadores de câncer de testículo pré e pós 
orquiectomia’’ 
Eu discuti com a pesquisadora  Maria Beatriz Ribeiro de Andrade sobre 
a minha decisão em participar neste estudo. Ficaram claros para mim quais 
são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus 
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos 
permanentes. Ficou claro também que minha participação é isenta de 
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando 
necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei 
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retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, 
sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter 






                                                             
 __________________________________            Data ____ /____ /____                                                                                                                         
Assinatura do paciente/representante legal                                                
 
_________________________________               Data ____ /____ /____                                                                                                                         
Assinatura da testemunha 
 
Para casos de voluntários menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou 
portadores de deficiência auditiva ou visual. 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento livre e 
Esclarecimento deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 
 
________________________________               Data ____ /____ /____                                                                                                                         
Assinatura do responsável pelo estudo                                       
 
